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Overproduction and purification of the recombinant, heterologous proteins from Escherichia coli cells

Abstract: Production of sufficient amounts of chemically and conformationally homogenous proteins is a major requirement for basic
research (functional and structural studies of proteins) as well as for application studies (immunoprophilaxis and therapy). Over the past
twenty years, numerous expression systems (based on prokaryotic, yeast, insect, plant and mammalian cell cultures) have been
described and tested for protein overproduction and purification. Here, we describe the major recent advances relevant to the successful
overproduction and purification of heterologous proteins in the Escherichia coli system which is, thus far, the most commonly used
organism for heterologous protein production. Issues addressed in this review include: vectors used for recombinant protein expression,
cloning strategies and using different fusion tags that enhance protein solubility and facilitate protein purification. The influence of
recombinant protein localization on enhancing the total protein yield and on retaining their native conformation is also discussed.
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1. Skladniki systemu eksperymentalnego

Zaledwie niewielki procent biatek organizméw zy-
wych wystgpuje w komorkach w ilosci wystarczaja-
cej, by umozliwi¢ ich bezposrednia izolacjg na duza
skalg. Aby otrzymac¢ znaczace iloSci biatka do celow
poznawczych (analizy funkcjonalne i strukturalne) lub
aplikacyjnych (terapia i profilaktyka chordb organicz-
nych i zakaznych), zazwyczaj konieczna jest jego nad-
produkcja, do ktoérej osiagnigcia niezbedne sa trzy
elementy — dobrany gospodarz, wtasciwy wektor i od-
powiednio namnozony gen/fragment genu, kodujacy
oczyszczane bialko.

1.1. Gospodarz
Do otrzymywania rekombinowanych biatek najczgs-

ciej stosowane sa systemy bakteryjne, w szczego6lnosci
oparte na hodowli Escherichia coli, modelowego orga-

nizmu stosowanego w eksperymentach inzynierii gene-
tycznej. W tym przypadku zaleta E. coli jest zdolnosé
szybkiego wzrostu na tanich substratach, wysoki sto-
pien scharakteryzowania genomu oraz dostgpnosé
szerokiej gamy wektorow i szczepow. E. coli jest ga-
tunkiem niepatogennym [6], hodowanym w prawie
kazdym laboratorium, stad metody hodowli, takze na
duza skalg, sa dobrze opracowane.

W laboratoriach rutynowo stosuje si¢ szczepy K12
lub B (np. BL21/DE3 (lon, ompT) oraz pochodzace
od nich mutanty (Tab. I) [41].

Produkcja rekombinowanych biatek w komorkach
E. coli ma jednak kilka powaznych ograniczen. U tego
gatunku bakterii nie funkcjonuja niektore mechanizmy
modyfikacji posttranslacyjnych (np. glikozylacja) syn-
tetyzowanych biatek, podczas gdy modyfikacje te moga
by¢ kluczowe dla prawidlowej aktywnosci biatka.
[22]. Czgs¢ problemow dotyczacych wprowadzania
modyfikacji posttranslacyjnych w E. coli moze nie-
dtugo doczeka¢ si¢ rozwiazania. W ostatnich latach
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Tabela I
Szczepy E. coli najczesciej stosowane do produkeji rekombinowanych biatek
Szczep E. coli Pochodzenie Gloéwne cechy
BL21 trxB — szczep umozliwiajacy wprowadzanie mostkow disiarczkowych w cytoplazmie

BL21 #xB BLOI szczep posiadajacy niescharakteryzowana mutacj¢ umozliwiajaca nadekspresj¢ biatek

btonowych
IM 83 K-12 stosowany do nadekspresji biatek o lokalizacji peryplazmatycznej
Origami/Origami B | K-12/BL21 trxB/gor — szczep umozliwiajacy wprowadzanie mostkow disiarczkowych w cytoplazmie
Rosetta BL21 szczep urpozllw1aj acy nac}produqu biatek kodowanych przez geny zawierajace kodony

rzadko uzywane w E. coli*

trxB/gor — szczep umozliwiajacy wprowadzanie mostkow disiarczkowych w cytoplazmie,
Rosetta-gami BL21 utatwia ekspresj¢ biatek kodowanych przez geny zawierajace kodony rzadko uzywane

w E. coli*

* AUA, AGG, AGA, CGG, CUA, CCC oraz GGA

w E. coli sklonowano zespot siedemnastu genow pg/
(ang. protein glycosylation) z komorek Campylobacter
Jjejuni, odpowiedzialnych za proces N-glikozylacji [44].
System ten okazat si¢ funkcjonalny w komoérkach bior-
cy. Szczegotowa charakterystyka tego szlaku enzyma-
tycznego moze w przysztosci umozliwi¢ otrzymywanie
glikozylowanych biatek takze w komorkach E. coli.

Niektorych biatek, szczegolnie blonowych, nie uda-
je si¢ otrzymaé w E. coli, albo tez ich nadprodukcja
prowadzi do ich akumulacji w postaci nierozpuszczal-
nej — tzw. cial inkluzyjnych. W przypadku terapeu-
tycznego stosowania oczyszczonego bialka problemem
moze by¢ obecno§¢ w preparacie lipopolisacharydu
(LPS, sktadnika btony zewngtrznej bakterii Gram-
ujemnych), ktoéry ma dziatanie pirogenne. Wytwarzane
w E. coli bialka o masie czasteczkowej wigkszej niz
30 kDa moga by¢ nieprawidtowo fatdowane [17]. Nie-
patogenne szczepy E. coli nie posiadaja takze efektyw-
nych mechanizméw sekrecji biatek do podtoza.

Alternatywnymi dla E. coli gospodarzami produ-
kujacymi heterologiczne biateka sa inne gatunki bak-
terii, m.in. gramdodatnie mikroorganizmy z rodzaju
Bacillus, ktére w odréznieniu od E. coli nie synte-
tyzuja blony zewngtrznej, a to umozliwia pdzniejsze
terapeutyczne zastosowanie preparatow. Rodzaj Ba-
cillus jest zdolny do sekrecji duzych ilosci biatek do
podtoza, co znacznie utatwia ich oczyszczanie. W od-
roéznieniu od E. coli niewiele wiadomo o tworzeniu
mostkow disiarczkowych u bakterii tego rodzaju [41].
Inne stosowane w eksperymentach nadekspresji gatun-
ki to m.in. Lactococcus lactis, stosowany z sukcesem
do nadprodukcji biatek btonowych [21, 22], Coryne-
bacterium glutamicum [35], czy tez bakterie z rodzaju
Streptomyces [41].

Zaden z wyzej wspomnianych gatunkéw bakterii nie
jest w stanie wprowadza¢ pewnych modyfikacji post-
translacyjnych do produkowanych biatek. Kiedy mody-
fikacje posttranslacyjne sa istotne dla aktywnosci biat-
ka, stosuje si¢ systemy inne niz bakteryjne. Moga by¢

to grzyby z typu workowcow, w tym drozdze (Saccha-
romyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe czy
Pichia pastoris) lub grzyby strzgpkowe (Aspergillus
niger, A. oryzae, Trichoderma reesei). Posiadaja one
wiele wspolnych zalet z systemami bakteryjnymi, jak
np. zdolno$¢ do szybkiego wzrostu i stosunkowo niski
koszt hodowli. Wydzielanie nadeksprymowanych bia-
tek do podloza jest w niektorych systemach znacznie
ulatwione [22, 26]. Jednakze, szczegdlnie w przypad-
ku biatek ludzkich produkowanych w komorkach
grzybow, otrzymane produkty moga mie¢ niepozada-
ne wilasciwosci (np. by¢ immunogenne) czego przy-
czyna sa roéznice w procesowaniu biatek w grzybach
w stosunku do organizmoéow wyzszych [12].

Do nadprodukcji bialek wykorzystywane sa takze
komorki owadzie (system bakulowirusowy), szczegol-
nie efektywne w sekrecji bialek do podtoza [17], oraz
réznorodne, gtownie mysie lub ludzkie linie komoérek
ssaczych. W obu tych systemach do syntetyzowanych
biatek wprowadzane sa modyfikacje posttranslacyjne,
co zwigksza szanse na otrzymanie koncowego produk-
tu o prawidlowej strukturze i wykazujacego wysoka
aktywno$¢. Komorki ssakow wydaja sig by¢ lepszym
gospodarzem do otrzymywania bialek btonowych niz
E. coli, migdzy innymi ze wzgledu na wolniejsze tem-
po translacji i faldowania w porownaniu z komoérkami
mikroorganizmow [47]. Wada tej strategii jest jednak-
ze duzo nizsza wydajnos¢ i wyzsze koszty.

Wykorzystanie zwierzat transgenicznych otwiera
mozliwosci produkcji biatek zawierajacych odpowied-
nie modyfikacje posttranslacyjne na duza skalg. Bial-
ka produkuje si¢ w mleku, krwi, czy nasieniu. Jednak
bardzo wysokie koszty, niska wydajnos¢ oraz kontro-
wersje bioetyczne, jakie budza takie metody otrzymy-
wania biatek sprawiaja, Ze nie jest to system stosowany
powszechnie i na duza skale [12].

W dalszej czesci pracy przegladowej beda omowio-
ne jedynie zagadnienia zwiazane z wytwarzaniem bia-
tek w komorkach E. coli.
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1.2. Wektor

1.2.1. Promotor

Opisano bardzo wiele promotordéw, ktore moga by¢
potencjalnie uzywane do nadprodukcji biatek w E. coli,
jednak tylko niektdre z nich sg stosowane powszechnie
[41]. Promotor do konstrukcji wektora ekspresyjnego
powinien by¢ silny (dla wigkszosci zastosowan warto,
aby produkowane biatko stanowito 10-30% wszystkich
biatek w komorce; [16]). Wazne jest zminimalizowanie
ekspresji podstawowej (przy braku induktora) szczeg6l-
nie, gdy istnieje podejrzenie toksycznosci syntetyzowa-
nego biatka dla gospodarza. Brak skutecznej repres;ji
moze powodowac niestabilno$¢ plazmidu, zmniejsze-
nie tempa wzrostu hodowli i generowanie mutacji
w eksprymowanym genie [23]. Promotor musi by¢ in-
dukowalny za pomoca prostych i tanich substratow,
niestosowanych w standardowych podtozach [23].

Wiele systemow ekspresyjnych zostato skonstruo-
wanych w oparciu o dobrze znany mechanizm regula-
cji operonu laktozowego E. coli. Promotor lacZp jest
stosunkowo stabym promotorem i w zwiazku z tym
jest rzadko wykorzystywany do produkcji rekombino-
wanych biatek. Ta jego cecha moze by¢ zaleta w przy-
padku nadprodukcji biatek btonowych lub innych bia-
tek toksycznych dla gospodarza. Promotor lacUV5p
stanowi nieco silniejszy wariant lacZp, charakteryzu-
jacy si¢ zmniejszona czuto$cia na cAMP, a przez to
skuteczniejsza kontrola ekspresji podstawowej [3].
Promotory tacp i trcp to dwa syntetyczne warianty sil-
niejsze od lacZp, rdzniace si¢ migdzy soba jednym
nukleotydem. Sktadaja si¢ z regionu -35 promotora trp
i regionu -10 promotora lacZp [3].

Ekspresja z promotora lacZp i jego pochodnych
jest regulowana przez represor Lacl. W warunkach
nieobecnosci lub bardzo niskich st¢zen induktora (allo-
laktozy badz IPTG) represor wiaze si¢ do sekwencji
nukleotydowej operatora zachodzacej na promotor
i uniemozliwia transkrypcjg. Jednak poziom represora
Lacl w typie dzikim nie jest wystarczajacy do catko-
witej represji przy braku IPTG. Z tego powodu skon-
struowano dwa szczepy ze zmieniona sekwencja nu-
kleotydowa -35 promotora laclp, nazwane lacl¥ oraz
lacI?!, produkujace wigksza ilo$¢ represora Lacl [32].

=35 -10 SD ATG Tag/SS MCS

TTGACA (N) TATAAT
UAAGGAGG

Tag

Jednym z najczesciej uzywanych jest system poli-
merazy RNA faga T7 [38]. Polimeraza RNA faga T7
transkrybuje okoto 230 nukleotydéw na sekundg, jest
wigc pie¢ razy bardziej efektywna niz polimeraza
RNA E. coli, ktéra jest w stanie w tym samym czasie
przeprowadzi¢ transkrypcje okoto 50 nukleotydow. Te
dwie polimerazy RNA rozpoznaja zupetlnie odmienne
sekwencje promotorowe [34]. Eksprymowany gen
klonuje si¢ pod kontrola silnego promotora bakterio-
faga T7 na plazmidzie o $redniej liczbie kopii (np.
wektory serii pET). Polimeraza RNA faga T7 jest do-
starczana in trans. Gospodarz posiada wbudowany do
swojego chromosomu genom faga A, zawierajacy gen
kodujacy polimeraze RNA faga T7 pod kontrola pro-
motora lacUV5p (ADE3) [3]. Ze wzgledu na bardzo
niski poziom ekspresji genu kodujacego polimeraze
RNA faga T7 przy braku induktora, kontrola ekspresji
jest Scista. Czgsto w rejonie promotorowym wprowa-
dza si¢ dodatkowo sekwencj¢ nukleotydowa operatora
lacOo wiazaca represor laktozowy Lacl (promotor
T7lacp). Istnieje mozliwo$¢ jeszcze silniejszego obni-
zenia ekspresji podstawowej poprzez zastosowanie
wektordw niosacych geny kodujace lizozym faga T7,
bedacy inhibitorem polimerazy RNA faga T7 (wektory
pLysS czy pLysE). Szczepy niosace te plazmidy maja
jednak obnizone tempo wzrostu [41].

Systemy wykorzystujace opisane powyzej promo-
tory moga by¢ indukowane za pomoca IPTG. Jest to
jednak metoda kosztowna, szczegoélnie w przypadku
produkcji na duza skalg, a takze, ze wzgledu na tok-
syczno$¢ IPTG, niekorzystna w przypadku pdzniej-
szych zastosowan terapeutycznych oczyszczonego
biatka [23]. Alternatywa dla indukcji IPTG jest opra-
cowana stosunkowo niedawno metoda autoindukcji
[39], oparta na zdolnosci bakterii do wykorzystywa-
nia roznych zrédet wegla i do negatywnej regula-
cji ekspresji genow na drodze represji kataboliczne;.
W podtozu wzrostowym obecne SA dwa cukry: glu-
koza (0,05%) i laktoza (0,2%). Na poczatku wzrostu
hodowli glukoza stanowi zrodto wegla i zarazem re-
presor genow pozostajacych pod kontrola promotora
lacZp badz jego pochodnych, uniemozliwia takze
pobieranie laktozy do komorki przez permeazg lakto-
zowa. Gdy hodowla osiagnie fazg stacjonarna, poziom

m a ori

STOP

UAAU

Rys. 1. Schemat budowy bakteryjnego wektora ekspresyjnego.

Jako przyktad pokazano sekwencje nukleotydowe -35 i -10 promotora tac. SD — sekwencja Shine-Dalgarno. ATG — najczgsciej

stosowany w wektorach ekspresyjnych kodon startu translacji. Tag — znacznik dotaczony do eksprymowanego biatka; SS — sekwen-

cja sygnalna; MCS — polilinker (multiple cloning site); TT — terminator transkrypcji; marker — najczgsciej gen warunkujacy opornosé
na antybiotyk; ori — miejsce startu replikacji DNA plazmidowego (origin of replication).
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glukozy w podtozu ulega obnizeniu. Represja katabo-
liczna zostaje zniesiona, powodujac indukcj¢ promo-
tora lacZp; laktoza staje si¢ glownym zrodlem wegla.
Jedna z zalet tej metody jest wzrost hodowli do osiag-
nigcia duzej gestosci przed zaindukowaniem ekspre-
sji. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie duzej ilosci
biatek, takze tych toksycznych dla E. coli [28].

Zastosowanie promotora bakteriofaga T7 pozwala
takze na zmniejszenie ilo$ci biatek komoérkowych po-
przez selektywne zahamowanie aktywnosci polimerazy
RNA E. coli za pomoca rifampicyny dodawanej do ho-
dowli jednocze$nie z induktorem [14]. Ekspresja genu
transkrybowanego przez polimeraz¢ RNA bakterio-
faga T7 nie zostaje w ten sposob zahamowana.

Innym stosowanym czg¢sto promotorem jest promo-
tor Py, - W tym przypadku ekspresja genow jest kon-
trolowana przez aktywator AraC i indukowana po
dodaniu do podtoza arabinozy. Zalety tego systemu to
niskie koszty indukcji, wysoki poziom ekspresji genu,
skuteczna regulacja i mozliwos$¢ stopniowania pozio-
mu ekspresji, co odrdznia t¢ strategig od pozostatych
systemow ekspresyjnych [41]. Jednak w tym przypad-
ku wydajnos$¢ jest duzo nizsza niz systemu wykorzys-
tujacego polimeraz¢ RNA faga T7 [28].

Tabela II podaje sekwencje nukleotydowe promo-
toréw obecnych w najczesciej stosowanych wektorach
ekspresyjnych, rozpoznawane przez gldéwna podjed-
nostke 6’ RNAP.

Tabela II
Sekwencje nukleotydowe najczesciej stosowanych w wektorach
ekspresyjnych promotoréw rozpoznawanych przez gtdéwna pod-
jednostke 0’ RNAP. Nukleotydy zgodne z sekwencja (consen-
sus) dla 67 pogrubiono

Promotor Region -35 Odstep Region -10
lacZp TTtACA 18 TATgaT
lacUV5p TTtACA 18 TATAAT
trpp TTGACA 17 TtaAcT
tacp TTGACA 17 TATAAT
sanl? cTGACg 17 TActgT
& konsensus TTGACA 17 TATAAT

1.2.2. Miejsce wigzania rybosomu

W komorkach bakteryjnych inicjacja translacji wy-
maga obecnosci w mRNA miejsca wiazania ryboso-
mu (RBS), zawierajacego sekwencje¢ Shine-Dalgarno
(SD) i kodon start translacji. Miejsce wiazania ry-
bosomu (RBS) obejmuje odcinek ok. 54 nukleoty-
dow pomigdzy fragmentem -35 promotora i nukleoty-
dem +20 (£2) [23]. Fragment Shine-Dalgarno (SD),
ktérego optymalna sekwencja nukleotydowa jest
5’-UAAGGAGG-3’, oddziatuje z 3° koficem 16S rRNA
podczas inicjacji translacji. Umiejscowiony jest 7 +2

nukleotydy powyzej kodonu startu translacji, ktérym
w wickszosci systemow ekspresyjnych jest kodon
AUG [34]. Znaczacy wplyw na wydajno$¢ translacji
ma tez kodon nastgpujacy po kodonie start [36].

1.2.3. Znaczniki

Dla utatwienia oczyszczania, detekcji czy tez zwigk-
szenia rozpuszczalno$ci rekombinowanych bialek do-
taczany jest do nich czgsto znacznik — moze by¢ nim
kroétki peptyd, domena badz cate biatko. Znacznik taki
powinien spetnia¢ kilka kryteriow, w tym wysokie po-
winowactwo do zloza stosowanego w procesie oczysz-
czania, mozliwo$¢ elucji substancjami niskoczastecz-
kowymi, niewielki wptyw na aktywnos¢ i strukturg trze-
ciorzgdowa bialka, oraz tatwa wykrywalnos¢. Czgsto
w celu otrzymania natywnych biatek znaczniki sa od-
cinane podczas oczyszczania biatka za pomoca dzia-
tajacej specyficznie proteazy [42].

Dostepna jest cata gama znacznikéw, zaréwno bia-
tek taczacych si¢ do niskoczasteczkowych ligandow,
jak 1 krotkich peptyddéw rozpoznawanych przez unieru-
chomione na ztozu biatka. Kazdy z nich ma swoje wady
i zalety. Nie ma idealnego znacznika, ktory zwigkszal-
by wydajnos¢ produkcji biatka, jego rozpuszczalnos¢,
a jednoczes$nie utatwiat oczyszczanie. Czgsto w celu
optymalizacji nadprodukcji bialka korzystne jest za-
stosowanie przynajmniej dwoch znacznikoéw [46].

Znaczniki moga by¢ dotaczane do N- lub C-konca
biatka. Fuzje N-koncowe maja t¢ zalete, ze zwickszaja
wydajno$¢ produkcji biatka poprzez efektywna inicja-
cje translacji. Dolaczanie znacznika zaré6wno na N-,
jak i na C-koncu biatka moze tez zmniejszy¢ szybkos¢
jego degradacji [46].

Wazna wlasciwos$cia niektoérych znacznikoéw jest
zwigkszanie rozpuszczalnosci zwiazanych z nimi bia-
lek. Wedlug danych z laboratoriow zajmujacych sie
badaniami strukturalnymi, nieco wigcej niz potowa
rekombinowanych biatek wytwarzanych w E. coli
tworzy nierozpuszczalne agregaty [7]. Bardziej pesy-
mistyczne zrodta szacuja procent otrzymanych roz-
puszczalnych biatek na 13-23% [13]. Jednym z moz-
liwych rozwiazan tego problemu, poza obnizeniem
temperatury, w jakiej produkowane jest biatko, lub
zmiang systemu ekspresyjnego np. na system droz-
dzowy czy bakulowirusowy, jest dotaczenie do biatka
znacznika zwigkszajacego jego rozpuszczalnosc. Naj-
czesciej stosowane w takich wypadkach znaczniki to
pochodzace z E. coli biatko wiazace maltoze (maltose-
binding protein, MBP) i ,N-utilization substance A”
(NusA) [46].

Stopien rozpuszczalnosci biatka zlokalizowanego
w cytoplazmie E. coli mozna oszacowac stosuja¢ mo-
del Wilkinsona i Harrisona (dostgpny na
stronie internetowej http://www.biotech.ou.edu). Mig-
dzy innymi dzigki teoretycznym wyliczeniom opartym
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na tym modelu zidentyfikowano NusA jako bialko
0 wysokiej rozpuszczalno$ci [34].

Poréwnanie najczesciej stosowanych znacznikow
przedstawia Tabela III.

Cieckawym rozwiazaniem sa tzw. rainbow tags,
znaczniki nadajace sygnat wizualny (barwe, $wiece-
nie), stosowane do §ledzenia losow biatka podczas
procedury oczyszczania. Stosowana w tym celu do-
mena wiazaca mononukleotydy flawinowe z reduk-
tazy cytochromu P450 (kolor niebiesko-zielony lub
z6Mty) czy tez cytochrom b5 (kolor czerwony) sa
widoczne gotym okiem i nie wymagaja do detekcji
zewngetrznego zrodta energii, w odroznieniu od stoso-
wanego takze GFP (zielone biatko fluoryzujace, ang.
green fluorescent protein). Znaczniki typu ,,rainbow”
musza by¢ jednak stosowane w polaczeniu z innymi,
wykazujacymi powinowactwo do ztoza [1], a ty samym
ulatwiajacymi proces oczyszczania.

Pomimo wielu zalet znacznikow ich obecno$¢ moze
wplywac na strukturg i aktywnos$¢ rekombinowanego
biatka [46]. W wielu przypadkach po oczyszczeniu
biatka konieczne jest usunigcie znacznika. Proces ten
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jest przeprowadzany przez specyficzne endopeptydazy,
i stanowi najstabsze ogniwo metody stosowania znacz-
nikow do oczyszczania bialek. Wydajnos¢ odcinania
znacznika moze by¢ bardzo rdzna i powodowac zmniej-
szenie iloSci oczyszczonego biatka. Optymalizacja wa-
runkéw tego procesu wymaga duzego naktadu pracy,
a otrzymane biatko moze nie by¢ aktywne lub wytra-
cac si¢ z roztworu [5]. Cechy najczesciej stosowanych
proteaz przedstawiono w tabeli IV.

W przypadku dotaczenia znacznika na N-koncu
biatka mozliwe jest uzyskanie natywnego N-konca,
jednak tylko z zastosowaniem mniej specyficznych
proteaz — czynnika Xa i enterokinazy. Proteazy bardziej
specyficzne pozostawiaja 1-2 aminokwasy na N-koncu
oczyszczonego biatka. W przypadku znacznika na
C-koncu biatka nalezy liczy¢ si¢ z pozostawieniem do-
datkowych 4—6 aminokwasoéw na C-koncu przez pro-
teazg, niezaleznie od jej specyfiki. Jakkolwiek obecnosé
kilku dodatkowych aminokwaséw na ogot nie stanowi
problemu, w niektérych przypadkach (np. badania
struktury badz w zastosowaniach terapeutycznych)
moze dyskwalifikowaé rekombinowane biatko [46].

Tabela 111

Poréwnanie najczgsciej stosowanych znacznikéw. Sporzadzono wg [42, 46]

. Wielkos¢
Znacznik (kDa) Zalety Wady

His-Tag? 0.84 Matle obciazenie metaboliczne Specyficzno$é IMAC® jest mniejsza niz
Niskie koszty ztoza innych metod chromatografii powinowactwa
Lagodne warunki elucji Nie zwigksza rozpuszczalnos$ci
Umozliwia oczyszczanie w warunkach
natywnych i denaturujacych

FLAG-Tag | 1.01 Mate obciazenie metaboliczne Wysokie koszty zloza
Wysoka specyficznosé Surowe warunki elucji

STREP-Tag¢| 1.05 Mate obciazenie metaboliczne Wysokie koszty zloza
Wysoka specyficznosé Nie zwigksza rozpuszczalnosci
Lagodne warunki elucji

S-Tag 1.75 Mate obciazenie metaboliczne Wysokie koszty zloza
Wysoka specyficznosé Surowe warunki elucji

Nie zwigksza rozpuszczalnos$ci

CBP¢ 2.96 Mate obciazenie metaboliczne Wysokie koszty zloza
Wysoka specyficznosé Nie zwigksza rozpuszczalnosci
Lagodne warunki elucji

GST-Tag* 26.00 Wydajna inicjacja translacji Wysokie obciazenie metaboliczne
Niskie koszty ztoza Biatko tworzace homodimery
Lagodne warunki elucji
Nie zwigksza rozpuszczalnosci

MBP-Tag' 40.00 Wydajna inicjacja translacji Wysokie obciazenie
Niskie koszty ztoza metaboliczne
Zwigksza rozpuszczalno$§é
Lagodne warunki elucji

NusA¢ 54.80 Wydajna inicjacja translacji Nie uzywane do oczyszczania biatek,
Zwigksza rozpuszczalno$§é moze by¢ stosowane do immunodetekcji

* His-Tag — znacznik polihistydynowy;

® IMAC - chromatografia powinowactwa na unieruchomionych jonach metali (ang. immobilized metal affinity chromatography);
¢ STREP-Tag — peptyd wiazacy streptawidyng; ¢ CBP — peptyd wiazacy kalmoduling (ang. calmodulin-binding peptide);
¢ GST — S-transferaza glutationu (ang. glutathione S-transferase); " MBP — biatko wiazace maltozg¢ (ang. maltose-binding protein);

¢ NusA — ang. N-utilization substance A
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Tabela 1V

Poréwnanie proteaz najczgsciej stosowanych do odcinania znacznikéw w rekombinowanych biatkach.
Sporzadzono na podstawie [19, 40, 46]

Proteaza Rozpoznawana Cechy
sekwencja
Enterokinaza | DDDDK/X? Obserwowane niespecyficzne cigcie
FLAG-Tag ma wewngtrzne miejsce rozpoznawane przez enterokinaze
Trombina LVPR/GS® Obserwowane niespecyficzne cigcie
Wydajno$¢ cigeia mozna zwigkszy¢ poprzez umieszczenie pigciu
reszt glicyny pomigdzy miejscem cigcia a N-koncowym znacznikiem
Czynnik Xa IE[D]GR/X" Mniej efektywny i1 mniej specyficzny niz inne peptydazy
Proteaza TEV!| EXXYXQ/S¢ | Wysoka specyficzno$é
Wydajne cigcie
PreScission LEVLFQ/GP | Wysoka specyficzno$é
Wydajne cigcie

* wydajno$¢ cigcia zalezy od aminokwasu w pozycji X

® trombina rozpoznaje takze inne sekwencje o strukturze X X,PR[K]X,X,, gdzie X i X,
to aminokwasy hydrofobowe, a X, i X, nie sa kwasnymi aminokwasami

¢ X moze by¢ dowolnym aminokwasem za wyjatkiem argininy i proliny

4 pochodzaca z wirusa wzerkowej plamistosci tytoniu (ang. tobacco etch virus)

¢ nie kazdy aminokwas jest tolerowany w miejscu X; optymalna sekwencja to ENLYFQS

Rozwigzaniem problemu wydajnosci odcinania
znacznika i otrzymania natywnego N-konca biatka
moze by¢ zastosowanie technologii SUMO. Rodzina
biatlek SUMO jest szeroko rozpowszechniona wsrod
organizméw eukariotycznych, nie wystgpuje nato-
miast u bakterii [5]. Bialka z tej rodziny sa dotaczane
do innych biatek kowalencyjnie, podobnie jak ubikwi-
tyna. Dotaczenie biatka SUMO jest procesem odwra-
calnym, a za jego odlaczanie odpowiedzialne sa pro-
teazy SUMO. Biatko SUMO w potaczeniu ze
znacznikiem histydynowym znalazto zastosowanie
jako kombinowany znacznik, jednocze$nie zwigksza-
jacy rozpuszczalnos$¢ biatka (biatkko SUMO) i utatwia-
jacy jego oczyszczanie (znacznik 6xHis). Zaleta tej
metody jest mozliwos$¢ odcigeia znacznika przez pro-
teazg SUMO, ktora, w odréznieniu od innych czgsto
stosowanych proteaz, rozpoznaje trzeciorzegdowa
struktur¢ znacznika, a nie konkretna sekwencj¢ ami-
nokwasowa. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie na-
tywnego N-konca rekombinowanego biatka; jedynym
wyjatkiem sa biatka zawierajace na N-koncu proling.
Dodatkowo, proteaza SUMO jest w stanie efektywnie
i specyficznie dziata¢ w szerokim zakresie temperatu-
ry, pH i sity jonowej. Eksperymenty porownujace wy-
dajno$¢ dziatania znacznikéw przy oczyszczaniu re-
kombinowanych biatek udokumentowaty wyzsza
skuteczno$§¢ SUMO niz takich znacznikéw jak MBP,
GST czy NusA [24]. Jakkolwiek, jak wspomniano
wczesniej, zaden system dotaczanych znacznikow nie
jest idealny, biatko SUMO wydaje si¢ by¢ obiecuja-
cym rozwiazaniem pozwalajacym na przezwycigzenie
niektorych przeszkdd dotychczas napotykanych pod-
czas stosowania znacznikow.

1.2.4. Terminatory procesu transkrypcji i translacji

Terminator transkrypcji umieszczony ponizej nukle-
otydowej sekwencji kodujacej nadeksprymowane biat-
ko zwigksza stabilno$¢ plazmidu zapobiegajac trans-
krypcji przez miejsce startu replikacji. Terminacja
transkrypcji E. coli moze by¢ Rho-niezalezna i Rho-
zalezna [32]. Pierwsza klasa terminatoréw sktada si¢
z odwroconych powtorzen sekwencji nukleotydowych,
po ktorych nastgpuje ciag nukleotydow adenylowych.
Po transkrypcji przez polimeraz¢ RNA sekwencji nu-
kleotydowej odwrdconego powtdrzenia, mRNA tworzy
strukturg szpilki do wlosow, co powoduje zatrzymanie
si¢ enzymu. Poniewaz zaraz za odwrdconym powtorze-
niem nastgpuje ciag nukleotydow urydylowych, ktore
stabo oddziatuja z nukleotydami adenylowymi na nici
matrycowej, polimeraza oddysocjowuje. W wektorach
ekspresyjnych umieszcza si¢ czgsto dwa takie termina-
tory. Struktura szpilki do wloséw na koncu 3’ spetnia
takze funkcje stabilizujaca mRNA, chroniac go przed
degradacja i wydluzajac jego okres poltrwania [23].
Mechanizmy Rho-zaleznej terminacji transkrypcji nie
sa wykorzystywane w wektorach ekspresyjnych [32].

Terminatory transkrypcji umieszcza sig¢ takze po-
wyzej eksprymowanego genu, zeby zminimalizowaé
ekspresj¢ podstawowa [16].

Terminacja translacji jest najbardziej efektywna
w przypadku zastosowania przedtuzonego kodonu stop
UAAU [29] lub kilku kolejnych kodonéw stop, jeden
za drugim [34].

1.2.5. Markery selekcyjne
Najczesciej stosowane w wektorach ekspresyjnych
markery to geny warunkujace oporno$¢ komoérek na
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ampicyling, kanamycyng, chloramfenikol i tetracyk-
ling. Ampicylina jest najmniej praktycznym sposrod
wymienionych antybiotykow, gdyz tatwo ulega hydro-
lizie w kwasnym $rodowisku, za§ pH hodowli obniza
si¢ z czasem wzrostu hodowli bakteryjnej. Gdy eks-
prymowane bialko jest toksyczne, a wektor je kodu-
jacy niesie gen warunkujacy oporno$¢ na ampicyling,
plazmid moze nie utrzymywac sig¢ stabilnie w popula-
cji. Rozwiazaniem w tym przypadku jest uzycie kar-
benicyliny. W niektérych zastosowaniach terapeutycz-
nych oczyszczonego biatka stosowanie antybiotykow
moze by¢ niepozadane. Alternatywne strategie obej-
muja m.in. zastosowanie systemow trucizna-antidotum
(np. system hok/sok z plazmidu R1) w celu zapewnie-
nia stabilnego rozdziatu plazmidu [3].

1.2.6. Miejsce startu replikacji

Wigkszos¢ wektorow ekspresyjnych to pochodne
plazmidow pBR322 (wektory typu pET, 15-20 kopii
na komorke) lub pUC (czg$¢ wektoréw typu pQE,
500-700 kopii na komorke). Jezeli celem jest koekspre-
sja dodatkowych genow, wektory te faczy si¢ w jednym
systemie ekspresyjnym ze zgodnymi z nimi pochod-
nymi plazmidu pACYC184 (pRARE niosacy geny ko-
dujace rzadkie tRNA, 10-12 kopii na komarke) [34].

1.3. Gen

1.3.1. Uzywalnos$¢ kodonéw

Przy ekspresji genéow kodujacych rekombinowane
biatka wazne sa nie tylko cechy stosowanego wektora
i gospodarza, ale takze eksprymowanego genu. Po-
waznym problemem, ktory moze utrudni¢ lub nawet
uniemozliwi¢ ekspresje, jest r6zna uzywalnos¢ kodo-
néw w réznych organizmach. Ze wzgledu na fakt, iz
20 aminokwas6w kodowanych jest przez az 61 kodo-
now, niektorym aminokwasom odpowiada wigcej niz
jeden kodon (szes¢ w przypadku Arg, Leu czy Ser)
[15]. W kazdym organizmie czg$¢ synonimicznych
kodondw jest uzywana czgsciej niz pozostate, a co sig
z tym wiaze, pula dostgpnych tRNA rozni si¢ w zalez-
nosci od organizmu [41]. Z tego wzgledu heterologicz-
ne geny zawierajace znaczny procent kodonow rzadko
uzywanych w E. coli moga by¢ eksprymowane z mata

Tabela V
Poréwnanie czgstosSci wystgpowania wybranych kodonow
u E. coli, C. jejuni i cztowieka. Sporzadzono na podstawie [25],
http://www.kazusa.or.jp/codon/

Kodon Czgstos¢ wystgpowania (na 1000 kodonow)
(aminokwas)| E. coli K12 | C. jejuni 81176 | Homo sapiens
AAG (Lys) 10.3 14.4 31.9
GAG (Glu) 17.8 13.3 39.6
CGU (Arg) 21.0 3.9 4.6
CCG (Pro) 233 1.6 6.9
GCG (Ala) 33.8 4.0 7.4

wydajnoscia [16]. Przyklady réznic w czgstosci wy-
stgpowania wybranych kodonéw u E. coli, Campylo-
bacter jejuni i cztowieka przedstawiono w tabeli V.
Jednym z bardziej spektakularnych przyktadow
trudnos$ci wynikajacych z odstgpstw od tradycyjnego
kodu genetycznego jest produkcja rekombinowanych
biatek orz¢skow (Ciliata). System translacji u orzes-
kéw odcezytuje kanoniczne kodony stop (TAA i TAG)
jako kodony kodujace glutaminian. Ekspresja genow
Ciliata w E. coli bez zmiany nukleotydowej sekwen-
cji kodujacej jest z tego powodu niemozliwa [15].
Jedna ze strategii pozwalajacych na przynajmniej
czgSciowe ominigcie problemu roznej uzywalnosci ko-
donow jest zmiana warunkéw hodowli, w tym zmiany
w sktadzie podloza i obnizenie temperatury. Jest to jed-
nak rozwiazanie nie zawsze skuteczne [41].
Najbardziej pracochtonnym rozwiazaniem jest zmia-
na kodondéw w genie kodujacym biatko na optymalne
dla E. coli. Mozna do tego celu zastosowac¢ mutageneze
specyficzna co do miejsca, badz syntez¢ catego genu
de novo. Metody takie stosuje si¢ najcz¢sciej przy pro-
dukcji biatek wirusowych (uzywalnos¢ kodonow u wi-
rusow jest czesto determinowana przez obecno$¢ za-
chodzacych na siebie otwartych ramek odczytu), czy
pochodzacych z organizméw stosujacych odmienny
od kanonicznego kod genetyczny, jak wspomniane
wczesniej orzeski [15]. Projektowanie nowej sekwen-
cji nukleotydowej genu jest procesem skomplikowa-
nym i wieloetapowym (w przypadku biatka o dlugosci
100 aminokwasow istnieje teoretyczna mozliwos¢ za-
stosowania =5x 1047 sekwencji DNA [15], w ktérym
uwzglednia si¢ nie tylko uzywalno$¢ kodondw, ale
takze eliminuje nukleotydowe sekwencje powtorzone,
sekwencje mogace potencjalnie tworzy¢ struktury dru-
gorzgdowe w mRNA, oraz miejsca restrykcyjne. Do
projektowania nukleotydowych sekwencji genéw sto-
suje si¢ specjalne programy, takie jak Gene Designer
[43]. Powyzsza strategia jest jednak kosztowna i pra-
cochtonna. Najczesciej stosowanym rozwiazaniem jest
zastosowanie szczepu E. coli o wzbogaconej puli tRNA
[34]. Do dostgpnych komercyjnie szczepow, takich jak
Rosetta czy BL21-CodonPlus wprowadzono plazmidy
niosace geny kodujace rzadkie tRNA (rozpoznajace
kodony AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, a w przypadku
Rosetta takze GGA) [27, 37]. Pomimo pewnych wad
(duze obciazenie metaboliczne komorki, niedostatecz-
na modyfikacja nadprodukowanych czasteczek tRNA
prowadzaca do wprowadzania do bialka nieprawidto-
wych aminokwasdw i w rezultacie do powstania hetero-
gennej puli biatek [15]) rozwiazanie to jest powszechnie
1 z powodzeniem stosowane w wielu laboratoriach [34].
W tym miejscu nalezy przytoczy¢ dane eksperymen-
talne podkreslajace istote problemu rzadko uzywanych
kodondéw. Poziom niektorych biatek po optymalizacji
kodonow genéw je kodujacych nie tylko nie zwigksza
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si¢, ale moze by¢ niemozliwa [48]. Na poziom ekspre-
sji moga wptywacé takze takie czynniki,jak np. lokali-
zacja rzadko uzywanych kodondéw w genie. Im blizej
5’-konca genu, tym bardziej rzadkie kodony utrudnia-

ja jego ekspresje.

1.3.2. Stabilno$¢ mRNA

Sredni czas pottrwania mRNA E. coli w temperatu-
rze 37°C wabha sie od kilku sekund do dwudziestu mi-
nut, i jest czynnikiem silnie wptywajacym na poziom
ekspresji gendow [34]. Jak do tej pory nie stosuje sig
czynnikow zwigkszajacych stabilnos¢ mRNA w celu
podniesienia poziomu ekspresji obcych genow — wy-
jatkiem jest stosowanie szczepow niosacych mutacje
w genie kodujacym RNazg E. Wyniki niektorych badan
sugeruja, iz dolaczenie stabilizujacych sekwencji na 5’
i 3° koncu transkryptu moze podwyzszy¢ poziom eks-
presji, technik tych nie stosuje si¢ jednak standardowo.

Pomocnicze zastosowanie w nadekspresji znalazty
rybonukleazy. Jeden z takich systeméw pozwala zamie-
ni¢ komorki E. coli w swego rodzaju bioreaktory pro-
dukujace jedno jedyne biatko [14]. Do tego celu wyko-
rzystywane jest biatko MazF, bedace endorybonukleaza
tnaca mRNA w miejscu ACA. Tak wigc po indukcji
ekspresji genu mazF praktycznie caty komoérkowy
mRNA ulega fragmentacji, catkowicie blokujac synte-
zg biatek w komorce. Gdy sekwencja nukleotydowa
genu kodujacego rekombinowane biatko zostanie odpo-
wiednio zmieniona i motywy ACA zostana z niej usu-
nigte (jest to mozliwe bez zmiany sekwencji aminokwa-
sowej, niezaleznie od tego, w ktorej ramce odczytu
ACA sig znajduje), syntetyzowane jest prawie wylacznie
rekombinowane biatko. Nadekspresja jest przeprowa-
dzana w niskiej temperaturze (15°C); wzrost bakterii
zostaje w tych warunkach catkowicie zahamowany, na-
tomiast pozostaja one caty czas aktywne metabolicznie.

1.3.3. Regula N-konca

Innym czynnikiem wplywajacym na stabilno$¢
biatka jest typ aminokwasu nastgpujacego po N-kon-
cowej metioninie [27], gdyz decyduje on o usunigciu
lub pozostawieniu N-koncowej formylometioniny.
Odcigcie N-formylometioniny jest katalizowane przez
formylometionyloaminopeptydaze, ktora odcina ja
tym wydajniej, im mniejszy jest tancuch boczny na-
stgpujacego po niej aminokwasu. N-formylometioni-
na nie jest odcinana, jezeli wystepuje po niej histydy-
na, glutamina, kwas glutaminowy, fenyloalanina,
metionina, lizyna, tyrozyna, tryptofan lub arginina.

Aminokwas znajdujacy si¢ na N-koncu biatka sil-
nie wptywa na jego stabilno$¢. Wedtug reguty N-kon-
ca arginina, lizyna, fenyloalanina, leucyna, tryptofan i
tyrozyna poprzez stymulacj¢ odcigcia N-koncowej
formylometioniny destabilizujg biatko i powoduja, ze
jego czas poéltrwania wynosi jedynie dwie minuty [2].

2. Strategie eksperymentalne
2.1. Lokalizacja

Podczas projektowania eksperymentu nadekspres;ji
konkretnego genu niezwykle istotny jest wybdr docelo-
wej lokalizacji biatka. Kazda z lokalizacji ma swoje
wady i zalety, ktore powinny by¢ rozwazone przed kon-
strukcja wektora do ekspresji. Biatka nadprodukowanie
w E. coli moga by¢ kierowane do cytoplazmy, pery-
plazmy, badz wydzielane do podtoza, moga tez wbudo-
wywac si¢ w blong wewngtrzna (biatka btony zewngtrz-
nej sa najczesciej oczyszczane z cial inkluzyjnych [4]).

2.1.1. Cytoplazma

Cytoplazma jest dla wigkszos$ci zastosowan opty-
malnym przedziatem komoérkowym do produkceji
rekombinowanych biatek ze wzgledu na wysoka wy-
dajnosc¢ ekspresji [34]. Jednakze ekspresja w tym prze-
dziale komoérkowym ma kilka znaczacych wad. Jedna
z nich jest brak mozliwosci wprowadzania mostkow
disiarczkowych; ten problem moze zosta¢ rozwiazany
poprzez zastosowanie szczepdéw zdolnych do wpro-
wadzania wiazan migdzy cysteinami w cytoplazmie
(szczepy z mutacjami w genach #7xB i gor, jak Nova-
gen Origami). Inna relatywnie czgsto pojawiajaca sig
sytuacja jest agregacja biatek w tzw. ciata inkluzyjne
[3]. W zaleznosci od przeznaczenia rekombinowanego
biatka moze to by¢ wada lub zaleta tej lokalizacji.

Ciata inkluzyjne to strukturalnie ztozone agrega-
ty niesfatldowanych biatek, widoczne w mikroskopie
swietlnym [34]. Uzyskanie z nich prawidtowo sfatdo-
wanego biatka jest mozliwe, aczkolwiek jest to proces
pracochtonny i nie zawsze wydajny, a uzyskane w ten
sposob biatka moga nie odzyskac¢ aktywnos$ci [23].
Prawdopodobienstwo powstawania ciat inkluzyjnych
zmniejsza dotaczenie do biatka hydrofilowego znacz-
nika, koekspresja biatek opiekunczych lub zmiana wa-
runké6w hodowli, np. obnizenie temperatury, zmiana
pH czy sktadu podtoza (niektore dodatki, jak sorbitol,
rafinoza czy sacharoza) [41].

Wytwarzanie ciat inkluzyjnych ma tez kilka zalet.
Przede wszystkim ulokowane w nich biatka sa w znacz-
nym stopniu chronione przed proteoliza [34]. W przy-
padku syntezy bialek toksycznych dla gospodarza
moze by¢ to jedyny sposob uzyskania nadekspresji,
gdyz bialka w ciatach inkluzyjnych traca swoja poten-
cjalna toksyczno$¢ [23]. Ciata inkluzyjne sa tez z po-
wodzeniem stosowane do stymulowania odpowiedzi
immunologicznej jako doustna szczepionka [20].

2.1.2. Bialka blonowe

Biatka btonowe pod wzgledem struktury trzecio-
rzedowej dziela si¢ na dwie klasy: zbudowane z wiazki
o helis, oraz o strukturze beta-beczutki (P-barrel),
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obecne jedynie w blonie zewngtrznej bakterii gramu-
jemnych [45], 1 stanowiace jedynie niewielki procent
wszystkich biatek btonowych [4]. Biatka o strukturze
beta-beczultki sa relatywnie tatwe do oczyszczenia,
gdyz czegsto, przy zastosowaniu odpowiednich kon-
struktow (usunigcie sekwencji sygnalnej) lokuja sie
one w cytoplazmie, tworza ciata inkluzyjne, z ktoérych
moga zosta¢ wyizolowane i ponownie sfatldowane [4].
W przypadku biatek o strukturze wiazek helis ponow-
ne fatdowanie po izolacji z ciat inkluzyjnych bardzo
rzadko konczy si¢ sukcesem, dlatego tez najczgsciej
podejmowane sa proby utrzymania ich lokalizacji
w blonie wewngtrznej, a nastgpnie izolacji przy uzy-
ciu detergentow [45], co nadal mimo opracowywania
nowych systemow jest bardzo trudne. Napotykanych
probleméw jest bardzo wiele, poczawszy od zbyt
szybkiego tempa syntezy, a wigc i mniejszej wydaj-
nosci prawidtowego fatldowania, poprzez fakt, iz czgsé
biatek blony wewngtrznej wymaga obecnosci konkret-
nych lipidow w btonie (np. ekspresj¢ wystepujacego
u ssakow biatka SERT mozna uzyskac jedynie w obec-
no$ci cholesterolu, ktéorego nie ma w btonach pro-
kariotycznych), konczac na aktywacji odpowiedzi na
stres w momencie tzw. ,,przeladowania” btony rekom-
binowanymi biatkami.

Biatka btonowe stanowia znaczny procent wszyst-
kich biatek komorkowych — u niektéorych gatunkow
nawet do 25% calego proteomu [11]. Oczyszczanie
biatek blonowych stanowi czgsto powazne wyzwanie.
W zaleznosci od planowanych zastosowan rekombi-
nowanego bialka mozna eksprymowac jedynie odci-
nek genu kodujacy fragment biatka, np. domeng pery-
plazmatyczna (stosowane w produkcji przeciwciat),
i kierowac ja do cytoplazmy lub peryplazmy, badz tez
probowaé wytwarzaé biatko zlokalizowane w btonie.
Jest to rozwiazanie zdecydowanie trudniejsze, ale
w niektorych przypadkach jedyne mozliwe (np. w przy-
padku badan struktury).

Stosowane rozwiazania obejmuja zmniejszenie tem-
pa translacji poprzez obnizenie temperatury lub/i ste-
zenia substancji indukujacej, a takze zastosowanie
stabszego promotora. Koekspresja genéw kodujacych
biatka opiekuncze moze pomdc w fatdowaniu i zapo-
biec akumulacji nieprawidlowo zwinigtych form, jed-
nak optymalizacja warunkow koekspresji musi by¢
empiryczna, jest procesem zmudnym i dugotrwatym.
Kolejna mozliwo$cia jest zastosowanie szczepOw
E. coli, ktore ze wzgledu na blizej nieokreslone muta-
cje (prawdopodobnie wptywajace na poziom polimera-
zy RNA faga T7 [11]) sa mniej wrazliwe na obecno$é
toksycznych biatek i okazaly si¢ pomocne w nadpro-
dukcji biatek blonowych (szczepy C41 i C43).

Jezeli wprowadzenie drobnych zmian do oczysz-
czanego biatka nie uniemozliwia jego p6zniejszego
zastosowania, pewne modyfikacje jego sekwencji ami-

nokwasowych moga zwigkszy¢ szanse na wydajna nad-
produkcjg. Czgsto pojawiaja sig trudnosci z translokacja
N-konca bialka do peryplazmy. Latwo$¢ i wydajnosé
translokacji zalezy od tego, czy N-koniec moze pozo-
sta¢ niesfaldowany (jest to tym tatwiejsze, im jest on
krotszy), a takze od liczby dodatnio natadowanych
aminokwasow i tzw. ,sily” pierwszego segmentu
transblonowego (tzn. dtugosci, wypadkowego tadun-
ku oraz hydrofobowosci) [45]. Wiele fragmentow
N-koncowych wykazuje preferencje do pozostawania
w cytoplazmie E. coli, tym samym utrudniajac, a na-
wet uniemozliwiajac wbudowanie si¢ biatka w btone
wewnetrzng. Rozwiazaniem moze by¢ skonstruowa-
nie fuzji N-konca biatka z sekwencja sygnalna badz
innym biatkiem, jak na przyklad biatkiem wiazacym
maltoz¢ (MBP). Rozwiazaniem problemu moze oka-
za¢ sig¢ zidentyfikowane stosunkowo niedawno biatko
Mistic z B. subtilis, ktére, dotaczone jako biatko fu-
zyjne na N-koncu, efektywnie utatwia wbudowanie sig
fuzji w btong [31].

2.1.3. Peryplazma

Biatka przeznaczone do transportu poza cytoplaz-
me sa syntetyzowane jako preproteiny zawierajace
N-koncowa sekwencj¢ sygnalna, ktora zostaje odcigta
podczas translokacji przez btong wewngtrzna, w ich
translokacje zaangazowany jest translokon Sec (secre-
tion) lub Tat (twin arginin translocation) [3, 18].
Typowa sekwencja sygnalna bialek E. coli sktada si¢
z 18-30 aminokwaséw, w tym kilku zasadowych na
N-koncu, hydrofobowego rdzenia, oraz C-konicowego
motywu rozpoznawanego przez sygnatowe proteazy.
Dotaczenie takiej sekwencji sygnalnej do rekombino-
wanego biatka umozliwia jego transport poza cytoplaz-
mg. Najczgsciej stosowane sekwencje sygnalne po-
chodza z biatek OmpT, OmpA, PelB, PhoA, MalE,
LamB czy [(-laktamazy [34]. Dostepne sa takze syste-
my jednoczes$nie umozliwiajace transport przez btong
wewnetrzna, jak i zwigkszona wydajno$¢ wprowadza-
nia mostkow disiarczkowych w peryplazmie. W takich
konstruktach oczyszczane biatko tworzy fuzj¢ z oksy-
doreduktaza tiolowo-disiarczkowa, DsbA lTub DsbC.

Istotna zaleta kierowania bialek do peryplazmy jest
nizszy stopien zanieczyszczenia preparatu innymi bial-
kami, co utatwia procedury oczyszczania [34]. Praw-
dopodobienstwo proteolicznej degradacji jest nizsze,
a uzyskania natywnej konformacji N-kofica biatka
— wyzsze. Poniewaz peryplazma jest §rodowiskiem
utleniajacym, mozliwe jest tam wprowadzanie most-
koéw disiarczkowych, a wigc zwigksza si¢ mozliwosé
otrzymania biatka o natywnej konformacji [3]. System
transportu do peryplazmy nie zawsze musi by¢ wydaj-
ny, czasem wystepuje tzw. ,,zapychanie bton”, istnieje
takze ryzyko tworzenia si¢ ciat inkluzyjnych w prze-
strzeni peryplazmatycznej [16].
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2.1.4. Sekrecja do podloza

Zaleta sekrecji rekombinowanych biatek do podto-
za jest niewielki stopien zanieczyszczenia innymi biat-
kami [16]. Utatwia to znacznie oczyszczanie rekombi-
nowanego biatka. Laboratoryjne szczepy E. coli nie
posiadaja efektywnych mechanizméw transportu przez
btong zewngtrznag [34]. W celu uzyskania rekombino-
wanego bialka w podlozu, stymuluje si¢ pasywny
transport przez btong zewngtrzng. Mozna to osiggnaé
poprzez destabilizacjg elementow strukturalnych oston
komorkowych E. coli, np. stosujac szczepy nie po-
siadajace niektorych elementoéw struktury bton. Inna
strategia polega na wprowadzeniu do laboratoryjnego
szczepu E. coli genow kodujacych biatka budujace
aparaty sekrecji pochodzacych z patogennych szcze-
pow E. coli np. genow kodujacych biatka budujace
aparat sekrecji typu I (eksport hemolizyny). Biatko jest
transportowane z cytoplazmy bezposrednio na zewnatrz
komorki poprzez kanat biatkowy przechodzacy przez
blony wewnetrzna i zewngtrzng [8]. Kierowanie rekom-
binowanych biatek do peryplazmy moze w okreslonych
warunkach prowadzi¢ do ich niekontrolowanego wy-
dzielania do podtoza; takie podej$cie eksperymentalne
pozwolito na oczyszczenie podjednostki B toksyny
cholery [33]. Cickawym pomystem jest zastosowanie
tzw. form L, czyli szczepdw pozbawionych btony ze-
wnetrznej oraz otoczki mureinowej [9]. W tym syste-
mie biatka dotaczone do standardowej sekwencji syg-
nalnej zostaja, poprzez btong wewnetrzna, wydzielone
bezposrednio do podloza. Jednakze, mimo pewnych
osiagnig¢ w tej dziedzinie, oczyszczanie biatek wy-
dzielonych do podioza nie jest procedura stosowana
standardowo [34].

2.2. Strategie klonowania

Pewnych trudno$ci — nawet znanych z teorii — nie
mozna przewidzie¢ podczas projektowania konstruktu
do ekspresji. Na przyktad oczyszczane biatko badz
jego fragment moze nie ulega¢ ekspresji, tworzy¢ ciata
inkluzyjne, okaza¢ si¢ trudne do oczyszczenia, badz
tez nie wykazywaé pozadanej aktywnosci. Dlatego
wlasnie tak wazne sa metody szybkiego i efektywne-
go tworzenia wielu konstruktow, umozliwiajace wy-
proébowanie kilku wariantow klonowania i znalezienie
optymalnego dla konkretnego biatka.

Dany gen badz jego fragment jest zazwyczaj naj-
pierw klonowany do standardowego wektora nieekspre-
syjnego (jak pBluescript czy utatwiajacy klonowanie
produktow PCR pGEM), a nastgpnie sekwencjonowa-
ny. Taka strategia ma kilka zalet; jezeli produkt klono-
wanego genu jest toksyczny dla komorki, jego wklono-
wanie prosto do wektora ekspresyjnego moze okazaé
si¢ trudne lub nawet niemozliwe. Wektory ekspresyjne
sa czesto niskokopijne, co utrudnia klonowanie i se-

kwencjonowanie badanego genu. Waznym argumen-
tem przemawiajacym na korzys$¢ takiego podejscia jest
takze mozliwo$¢ sprawdzenia poprawnosci sekwencji
nukleotydowej klonowanego genu. Dopiero po spraw-
dzeniu sekwencji nukleotydowej, gen moze by¢ prze-
klonowany do wybranego wektora ekspresyjnego.

Wigkszo$¢ konstruktow do nadekspresji biatek jest
tworzona za pomoca enzymow restrykcyjnych i liga-
zy (tzw. metoda REaL) [17]. Jest to metoda najmniej
kosztowna, a wigkszo$¢ szeroko stosowanych wekto-
row ekspresyjnych jest do niej dostosowana. Proble-
my moga pojawiac si¢, gdy w klonowanym genie wy-
stgpuja miejsca restrykcyjne popularnie stosowane
w miejscach do klonowania wektorow. Jest to takze
metoda relatywnie pracochlonna.

Alternatywa dla metody REaL jest technika wyko-
rzystujaca rekombinacje specyficzng co do miejsca.
Stosowane w niej enzymy przeprowadzaja cigcie
i ligacje fragmentu DNA podczas jednego etapu, dzigki
czemu reakcja jest bardzo wydajna. Za wysoka specy-
ficznos¢ przeprowadzanej reakcji odpowiada fakt,
iz miejsca zaj$cia rekombinacji sa duzo dtuzsze niz
miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne.
Dzigki wysokiej wydajnosci i specyficznoéci metoda
ta moze by¢ wykorzystywana do klonowania bardzo
dhugich fragmentéw DNA. Obie dostgpne komercyjnie
metody wykorzystujace zjawisko rekombinacji specy-
ficznej co do miejsca, Gateway (Invitrogen) i Creator
(ClonTech), sa oparte na systemach fagowych, pocho-
dzacych odpowiednio z faga lambda i faga P1. Wada
tych technik sa jednak wysokie koszty.

2.2.1. Projektowanie konstruktéw

Ze wzgledu na fakt, iz trudno jest przewidziec, jaki
konstrukt bedzie optymalny w procesie oczyszczania
konkretnego biatka, skuteczng strategia moze by¢ jed-
noczesne stworzenie kilku konstruktow i eksperymen-
talne dobranie optymalnych warunkéw nadekspresji
genu i oczyszczania jego produktu [28]. Wiele wekto-
row ma kompatybilne miejsca restrykcyjne i jednoczes-
ne klonowanie nie wymaga oddzielnego przygotowy-
wania klonowanych fragmentow DNA. Zastosowanie
metody Gateway réwniez umozliwia tatwe klonowa-
nie do wielu wektorow jednoczes$nie.

W pracy przegladowej Peti i Page [28] przed-
stawili przyktadows strategi¢ eksperymentalng pro-
wadzaca do oczyszczenia konkretnego biatka. Gen
kodujacy to biatko jest klonowany w trzech réznych
wektorach; przedstawione na schemacie wektory za-
wieraja znacznik Thiog (fragment DNA kodujacy
pierwsze sze$¢ aminokwasow tioredoksyny, pETRP1),
gen kodujacy S-transferaze glutationu (pETM-30), oraz
gen kodujacy biatko wiazace maltoze (pETM-41).
W wigkszosci przypadkow, co najmniej jeden z tych
znacznikéw powinien umozliwi¢ nadprodukcj¢ biatka
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Rys. 2. Filtracja kolonijna

Komorki zawierajace rozne warianty konstruktow do ekspresji sa wysie-
wane na podtozu LB (I). Na powierzchni kolonii umieszczany jest filtr
membranowy. Kolonie przylegaja do niego i moga by¢ oderwane od
podtoza. Ekspresja biatka jest indukowana poprzez umieszczenie filtru
na szalce z podtozem LB zawierajacym IPTG (II). Nastgpnie komorki sa
poddawane lizie, a bialka rozpuszczalne dyfunduja poprzez filtr do
membrany nitrocelulozowej, podczas gdy ciala inkluzyjne pozostaja na
filtrze (III). Kolonie eksprymujace rozpuszczalne biatko moga by¢ ziden-
tyfikowane na membranie nitrocelulozowej za pomoca standardowych
metod immunologicznych (IV).

w formie rozpuszczalnej. Na N-koncu rekombinowa-
nego biatka dotaczony jest jeszcze dodatkowo znacznik
His, umozliwiajacy oczyszczanie biatka w standardo-
wych warunkach metoda chromatografii powinowac-
twa na jednym typie ztoza.

Jezeli pierwsza pula konstruktéw nie da oczekiwa-
nych rezultatow, rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie
innych, rzadziej uzywanych znacznikéw. Moze by¢ to
Z-tag (tzw. domena Z z Staphylococcus sp., pET22-1a),
GB1-Tag (domena P1 biatka G z Streptococcus sp.,
pHISGB1) czy biatko NusA.

Bardzo istotnym elementem eksperymentow nad-
produkgcji biatek jest opracowanie metodyki przeszu-
kiwania (tzw. screening), czyli szybkiego i nie wyma-
gajacego duzych nakladow czasu na sprawdzenie,
ktory z konstruktéw jest optymalny do oczyszczania
biatka na duza skalg. Jednym z najczeéciej stosowa-
nych sposobow jest elektroforeza w zelu poliakry-
lamidowym (SDS-PAGE). Na zelu rozdziela si¢ naj-
czgsciej biatka pochodzace z rozpuszczalnej frakeji
lizatu komorek z matej ilo§ci hodowli; stosowane jest
tez wstgpne oczyszczenie na matej iloéci ztoza.

Metodg ta mozna, ze wzgledu na koszty i czas, za-
stosowac tylko do pewnej liczby prob [10]. Alter-
natywna metoda jest tzw. filtracja kolonijna (colony
filtration, Co-F1i). Ta technika nie wymaga przygotowy-
wania lizatow z hodowli, obecno$¢ rozpuszczalnego
biatka mozna stwierdzi¢ juz na poziomie kolonii, co
umozliwia przeszukanie znaczaco wigkszej liczby
konstruktow. Szczegoly metody sa pokazane na rys. 2.

3. Podsumowanie

Od konca poprzedniego wieku wyraznie zauwaza-
my zmiang strategii analizy procesow genetycznych.
Punkt cigzkoS$ci przesuwa si¢ z badania pojedynczych
gendéw czy operonow w kierunku globalnych analiz ko-
morek zaré6wno pro- jak i eukariotycznych. Dodatkowo
w ostatnich latach coraz wigcej uwagi po§wigcamy nie
analizom gendéw czy transkryptow (genomika, trans-
kryptomika) a analizom bialek i ich oddziatywan
(proteomika, interaktomika). Tylko niewiele biatek wy-
stepuje w komorkach naturalnych gospodarzy w dosta-
tecznie duzej ilosci aby moc je oczyszcza¢ do badan
funkcjonalnych lub/i strukturalnych. W ostatnich latach
opracowano wiele nowych strategii pozwalajacych na

Tabela VI

Najczes$ciej napotykane problemy i ich mozliwe rozwiazania w eksperymentach nadekspresji biatlek w komoérkach E. coli.
Sporzadzono na podstawie [23, 30, 41]

Problem

Mozliwa przyczyna

Rozwiazania

Smieré komorek, brak kolonii

Biatko toksyczne, zbyt wysoki poziom ekspresji

Silniejsza kontrola ekspresji podstawowe;j
Stabszy promotor. Nizsza temperatura
Mniejsze stgzenie induktora

Bialko w ciatach inkluzyjnych | Zbyt wysoki poziom ekspresji

Stabszy promotor. Nizsza temperatura
Mniejsze stgzenie induktora

Plazmid o nizszej liczbie kopii
Dotaczenie hydrofilowego znacznika

Brak ekspresji, eksprymowane
tylko fragmenty biatka

Problem uzywalnosci kodonow

Zastosowanie gospodarza dostarczajacego
rzadkie tRNA. Nizsza temperatura

do peryplazmy

Bialko nie jest transportowane| Sekwencja sygnalna nie rozpoznawana w E. coli
Zbyt mato wydajne mechanizmy translokacji

Dotaczenie innej sekwencji sygnalnej badz
znacznika. Koekspresja genéw sec

Brak ekspres;ji
mniejszych niz 10 kDa)

sekwencji kodujacej genu

Proteoliza (szczegdlnie w przypadku biatek

Mutacje wprowadzajace kodon stop wewnatrz

Nizsza temperatura. Krotszy czas indukcji
Dotaczenie znacznika. Sekwencjonowanie
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zwigkszenie wydajnos$ci procesu wytwarzania i 0czysz-
czania biatek. Komorki kilku gatunkow bakterii przy-
stosowano, na drodze manipulacji genetycznych, do
wydajnej produkcji heterologicznych biatek. Najwigk-
szy postep niewatpliwie osiagnig¢to w adaptacji do tego
celu komérek E. coli. Tym niemniej jeszcze czgsto,
szczegblnie w wypadku biatek btonowych, stanowia-
cych okoto 30% biatek komdrki stawiany cel jest trud-
ny do osiagnigcia. Tabela VI przedstawia najczgsciej
napotykane trudno$ci przy nadprodukcji rekombino-
wanych bialek w komorkach E. coli i potencjalne moz-
liwos$ci ich przezwycigzenia. Otrzymanie dostatecznej
ilosci biatka zachowujacego wiasciwa strukturg jest
czesto warunkiem rozpoczecie badan o charakterze
zaréwno poznawczym jak i aplikacyjnym biatek Opra-
cowywanie nowych lekow i preparatdéw immunopro-
filaktycznych (strukturalna wakcynologia) coraz czgs-
ciej bazuje na rozwiazanej strukturze biatka. Tabela VI
przedstawia najczesciej napotykane trudnosci przy
nadprodukcji rekombinowanych biatek w komodrkach
E. coli i potencjalne mozliwosci ich przezwycigzenia.
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